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L'EFECTE DEL SERUM ANTITESTICULAR




Es pot extreure un factor del teixit testicular i de
1'esperma que es molt actiu en exaltar infeccions (1-3),
per una banda, i en inhibir el creixement dels tumors
transplantables per l'altra. L'objecte del present treball
ha estat estudiar els efectes sobre aquest factor del serum
d'animals immunitzats experimentalment per 1'extracte
testicular i obtenir aixf nous coneixements sobre la na-
turalesa d ' aquest darrer.
MATERIAL I MP-TODES
L'extracte testicular es prepara triturant el teixit
glandular amb sorra i el seu mateix volum de solucio
de Ringer. Despres de la centrifugacio es feia As del
liquid sobrenedant.
En els experiments s'utilitza la rata nerviosa del
virus vacunal com a agent infeccios. S'inoculava un
conill en el testicle i cinc dies mes tard s'extirpaven els
Treballs de la Societat de Biologia. 1932 343
testicles i es molien en 5o cc. d'una barreja a parts iguals
de glicerina i soluci6 de Ringer. Aquesta suspensi6 es
dilula cinquanta vegades immediatament abans d'em-
prar-se.
Els antiserums per als extractes de testicles de rata
o de conill es preparaven de la manera seguent. S'aga-
faven conills i se'ls donaven dotze injeccions intravenoses
d'un extracte de testicles normals en quantitats creixents,
comencant per 0'2 cc. i acabant per 1'2o cc., donant-se
dues vegades la mateixa quantitat, amb un interval
aproximat de tres dies entre les injections. Deu dies
despres de la darrera se sagnaven els conills per obtenir
el serum.
EFECTE DE L'ANTISERUM PER L'EXTRACTE TESTICULAR
DE CONILL SOBRE LA INFECCIO PEL VIRUS VACUNAL
Experiment. -Tres conills, 3-15, 3-16 i 3-20, eren in-
jectats amb extracte testicular i sagnats, com s'ha descrit
anteriorment. 0'5 cc. de cada serum es barrejaven amb
0'25 cc. de la suspensi6 diluida de virus i s'incubaven
durant dues hores a 370; aleshores s'injectaven intra-
dermicament a conills. Com a controls, es barrejava
amb el virus serum normal dels conills 3-15, 3-16 i 3-20,
agafat abans de la immunitzaci6, s'incubava i s'injectava
intradermicament en els animals de prova; tambe s'in-
jectava una quantitat equivalent de virus sol. L'ex-
tensi6 relativa de les lesions produides pot veure's en
la taula I. A mes, els tres serums es provaven amb
extracte testicular per les precipitines segons els metodes
corrents. No es registraven reaccions en dilutions su-
periors a i : i i adhuc a aquesta diluci6 els resultats
eren discutibles.
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TAULA I
Efecte de l'antisPrum per a l'eztracte testicular de conill













3-15 +++ + +++3-16 ++ + + +++
3-20 +++ + + +++
El nombre de signes + indica l ' extensib de la lesi6
No hi havia diferencia marcada entre 1'extensi6 de
les lesions produides pel virus sol i pel virus amb serum
normal, peril les lesions produides pel virus mes serum
antitesticular eren definidament mes petites. El resultat
podia suggerir que el serum tenia propietats antivacunals,
pero el fet que el virus emprat havia estat cultivat en
el testicle de conill i que el serum havia estat obtingut
per immunitzacio amb extracte de testicle de conill
complica la interpretacio dels resultats.
EFECTE DE L'ANTIStRUM PER A L'EXTRACTE TESTICULAR
DE RATA SOBRE LA INFECCI6 PEL VIRUS VACUNAL
Per a eliminar el factor complicant que s'acaba
d'esmentar, es repeti la prova, substituint 1'extracte de
testicle de conill pel de la rata.
Experiment. - Seguint les tecniques ja descrites,
s'injecta extracte de testicle de rata i es recolli el serum
de tres conills 3-18, 3-19 1 3-22. A mes, un quart conill,
8-3, fou injectat intraperitonialment amb dosis creixents
del mateix extracte fins que va haver rebut 31 cc., i
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aleshores se'l sagna per a obtenir el serum. La pre-
sencia de precipitines fou provada amb dilucions crei-
xents del serum en relaci6 a 1'extracte testicular de rata
a una diluci6 constant de i : 10. Les barreges, incubades
durant dues hores a 370, es llegiren despres de passar
tota la nit a la nevera. Els resultats es consignen en
la taula ir. El serum del conill 8-3, que havia rebut
la quantitat maxima d'antigen, dona el tftol mes elevat.
L'especificitat de la reacci6 queda demostrada per proves
addicionals a, b, serum i extracte testicular de conill,
que no donaren precipitaci6.
TAULA II
Poder precipitant de l'antiserum per a l' extracte testicular
de rata contra l'antigen hombleg
Diluci6
del serum 1 :1 1:10 1 : 20 1:40 1 : 100 1 200 Antigensol
Serum N .° ----
3-18 +++ ++ + + f
3-19 +++ + - - -
3-22 +++ ++ + f -
8-3 .+++ +++ +++ ++ ++ f -
Serum
normal - - - - - - -
El nombre de signes + indica el grau de precipitacio
Els tres scrums primers foren provats en llur in-
fluencia sobre la infecci6 pel virus vacunal. 0'5 cc. de
cada un es barrejaren amb o'25 cc. de la suspensi6 di-
luida de virus vacunal, s'incubaren durant dues hores
i s'injectaren intradermicament als conills. Com a control
cada conill rebe, a mes, una injecci6 del virus sol o del
virus amb serum normal. Els resultais d'aquest expe-
riment, amb les dimensions relatives de les lesions, pro-
duides es consignen en la taula in.
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TAur,A III
Efecte de 1'antisPrum Per a l 'extracte testicular de rata









Virus + serum Virus + serum
pres enmig de pres despr@s de












El nombre de signes + indica l'extensi6 de la lesi6
Corn a prova ulterior de la influencia de 1'antiserum
de 1'extracte testicular de rata sobre la infecci6 per virus,
el serum d'un poder precipitant mes acusat, el 8-3, s'in-
jecta intradermicament, i una o dues hores mes tard el
virus vacunal s'inocula en la mateixa area. La prova
fou controlada per la injecci6 de serum normal, seguida
de la inoculaci6 de virus. De la mateixa manera, el
virus i el serum 8-3 foren injectats immediatament despres
de barrejar-los, eliminant aixi el periode d'incubaci6 de
1'experiment anterior. En cap d'aquestes proves no
pogue notar-se cap influencia sobre les dimensions de
les lesions produides pel virus.
D'aquest grup d'experiments es dedueix que 1'anti-
serum per a 1'extracte testicular de rata o de conill no
to efectes sobre la infecci6 pel virus vacunal en el conill.
Aquest resultat sembla indicar que 1'acci6 inhibidora tro-
bada en 1'experiment anterior era deguda a una interacci6
de l'antiserum per a 1'extracte testicular de conill amb
alguns compostos de 1'extracte testicular que contenia
el virus, no a una influencia directa de 1'antic6s del serum
sobre el virus.
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EFECTE DEL SERUM ANTITESTICULAR SOBRE EL PODER
EXALTANT DEL EXTRACTE TESTICULAR.
El factor de 1'extracte testicular responsable de
1'exaltaci6 de les infeccions no es especific, perque ex-
tractes de teixits d'animals d'altres especies que les in-
fectades son tan efectius com els extractes de la mateixa
especie. L'accio dels antiserums sobre aquest factor
exaltant s'investiga a continuacio.
Experiment. - A cinc tubs, contenint cada un 5 ce.
d'extracte testicular de rata diluit a i : io, s'afegiren,
respectivament, i cc. de serums antiextracte testicular
de les rates 3-18, 3-22, 8-3, serum normal de conill i
solucio de Ringer. Les barreges s'agitaren i s'incubaren
a 370 durant quatre hores. Durant aquest temps s'ha-
vien format abundants precipitats en els tubs que con-
tenien serums 3-18 i 8-3 i un precipitat menys marcat
en el que contenia serum 3-22. Tots els tubs foren
agitats una altra vegada per a suspendre els precipitats
i o'5 cc. de cada un fou barrejat amb 0'25 cc. d'emulsio
de virus vacunal i s'injecta intradermicament en conills.
Les porcions restants de les barreges es col-locaren en la
nevera i s'injectaren dos dies mes tard en la pell de conills.
Es feren altres proves amb la barreja d'antiserum-
antigen per a demostrar possibles diferencies en 1'acci6
del liquid i del precipitat, respectivament. En les que
es feren amb serums 3-8 i 8-3, aquests es centrifugaren,
el precipitat se separa i se suspengue en 4 cc. de solucio
de Ringer. Al liquid sobrenedant i a la suspensio del
precipitat se'ls afegi la meitat de Bur volum de suspensio
de virus vacunal. S'injectaren immediatament 0'75 cc.
en la pell de conills i o'75 cc. de la porcio restant despres
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de passar dos dies a la nevera. En cada cas el virus
vacunal sol fou inoculat per control. Els resultats d'a-
questes proves es presenten en la taula iv. Una idea
dels resultats dels cinc experiments pot tenir-se de la
fig. 1, que expressa graficament les diferencies generals
observades en les barreges emprades.
L'antiserum per a 1'extracte testicular de rata no
solament neutralitza el poder exaltant dels extractes
testiculars de rata, sing que les lesions produides per
les barreges d'antiserum-extracte-virus son sempre mes
petites que els controls. Amb tot, la neutralitzacio no
es una reaccio estable, com pot veure's pel fet que
les barreges injectades, despres de dos dies d'estar a la
nevera, produeixen lesions moderadament exaltades. No
pogueren observar-se diferencies significades entre les
lesions produides per la barreja total, pel liquid sobre-
nedant i pel precipitat.
Se suggereixen immediatament dues explicacions
possibles del resultat anterior. 0 be hi ha una neu-
tralitzacio directa del factor exaltant per l'antiserum,
o el factor no es especificament afectat, sing adsorbit
pel floculat que es forma per la interaccio de 1'antiserum
i 1'extracte testicular. Els experiments seguents son un
intent per a resoldre aquesta questio.
Exbeyiment. - Es repetf el mateix procediment descrit
anteriorment, excepte que les barreges d'antiserum, extrac-
te testicular i virus no s'incubaren, sing que s'injectaren en
conills immediatament despres de barrejar-les. El re-
sultat d'aquestes inoculacions es diferencia del dels expe-
riments anteriors en que els serums 3-18, 3-19 i 3-22, tots
comparativament debils en precipitines, no inhibiren el
poder exaltant de 1'extracte testicular. No obstant aixd,
amb el serum d'un precipitat mes marcat, el 8-4, hi
hague una neutralitzacio ben clara de l'accio.
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TAUI,A IV
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Efecte de l'antiserum per a l'extracte testicular de rata sobre les
infections pel virus vacunal exaltat per 1'extracte testicular de rata
Barreja injectada
Antiserum per a 1'extracte tes-
ticular de rata 3-18 + extrac-
tes testicular + virus (barreja
completa) ...................
Antiserum per a 1'extracte tes-
ticular de rata 3-18 + extrac-
te testicular + virus (liquid
sobrenedant) ................
Antiserum per a 1'extracte tes-
ticular de rata 3-18 + extrac-
te testicular + virus (preci-
pitat)......... ..
Antiseruln per a 1'extracte tes-
ticular de rata 3-22 + extrac-
te testicular + virus (barreja
completa).... . ...
Antiserum per a l'extracte tes-
ticular de rata 8-3 + extracte
testicular + virus (liquid so-
brenedant)..................
Antiserum per a l'extracte tes-
ticular de rata 8-3 + extrac-
te testicular + virus (preci-
pitat) .... . ... . .
Serum normal + extracte testicu-
lar + virus ..................
Solucib de Ringer + extracte tes-
ticular + virus..............








pr6s que les barreges
han estat dos dies a
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Mentre els resultats amb els serums mes febles sug-
gereixen que la inactivacio del factor testicular era de-
guda a adsorcio pel floculat, el serum mes poderos sem-
blava inactivar directament. La floculacio immediata
amb aquest darrer serum es una possibilitat que cal
tenir en compte.
PROVA DE L'ESPECIFITAT DE L'ACC16 DEL SERUM ANTI-
TESTICULAR SOBRE LES PROPIETATS EXALTANTS I DIFU-
SORES DE L'EXTRACTE TESTICULAR
L'experiment anterior suscita la questio de si el
factor exaltant actua com un antigen o si els anticossos
son formats contra alguna proteina accidental. Si els
serums formats contra 1'extracte testicular d'una espccie
neutralitzen el factor exaltant i difusor d'un extracte
d'una altra especie, l'anticos seria contra el factor, ja
que aquest no to especificitat d'especie.
L'antigen usat en aquests experiments fou una fraccio
purificada de testicle de brau. Aquest material, ob-
tingut en col•laboracio amb Claude i Helmer per metodes
que seran descrits ulteriorment, es una pols estable,
pobre en proteines, que conte en una forma concentrada
practicament tot el factor exaltant i difusor present en
1'extracte total de 1'organ. Tres conills, 5-12, 5-14 i 5-17,
foren injectats intravenosament amb 5 cc. d'una solucio
d'aquesta pols, la potencia de la qual, calculada a partir
del seu poder difusor, es de tres a quatre vegades la de
1'extracte. Les injeccions es repetiren cinc vegades a tres
dies d'interval, i vuit dies despres de la darrera injeccio
se sagna l'animal per a obtenir el serum.
El poder precipitant dels tres serums es prova contra
la fraccio purificada i 1'extracte testicular total de brau,
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i tambe contra la fracci6 activa de 1'extracte testicular
de cobai i de rata. La quantitat de serum fou man-
tinguda constant i 1'antigen progressivament diluit. Els
resultats es llegiren despres que els tubs hagueren estat
incubats a 370 durant dues hores i guardats tota la nit
a la nevera. Es presenta un precipitat amb la fraccio
purificada i amb 1'extracte testicular ordinari, amb un
titol que anava d'una diluci6 d'i : 3o pel serum 5-14
fins a 1 : 20o amb els serums 5-12 i 5-17. No hi havia
reacci6 amb els extractes testiculars del cobai i de la
rata i ni el serum normal de conill tingue cap poder pre-
cipitant per a qualsevol dels extractes.
Les primeres proves amb els serums aixf obtinguts
demostraren que els antiserums mes forts neutralitzaven
completament el poder exaltant per al virus de l'ex-
tracte testicular de brau, resultat similar al consignat
en 1'experiment anterior amb el testicle de rata. Fent
us de la mateixa tecnica, aquests dos serums es provaren
contra els extractes testiculars de cobai i de rata. Amb
tot i que els resultats no foren marcats, no hi hague
una neutralitzaci6 definida del poder exaltant.
Com que el poder difusor de les partfcules inertes
i 1'exaltaci6 de les infections per 1'extracte testicular
semblen esser manifestacions de 1'acci6 del mateix factor,
el primer oferia una millor prova per a l'estudi de l'acci6
de l'antiserum.
En tots els experiments d'aquest grup, s'han usat
les fractions purificades dels extractes testiculars de
brau, rata i cobai amb els antiserums 5-12, 5-14 i 5-17,
formats contra la fracci6 purificada del testicle de brau.
Les fraccions foren diluides amb soluci6 de Ringer fins
a un punt en que el poder difusor era aproximadament
el de 1'extracte fresc. Es barrejaren quantitats iguals
d'antiserum i fracci6 de testicle diluida, s'incubaren
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durant dues hores a 370 i es guardaren tota la nit a la
nevera. Els controls mantinguts en les mateixes con-
dicions estaven formats d'extracte amb serum normal
i soluci6 de Ringer. Despres del periode de contacte,
els tubs foren ben agitats per a suspendre els precipitats.
Sengles mostres, barrejades amb tinta xinesa, s'injectaren
intradermicament en un conill. L'area de difusi6, que
podia seguir-se facilment en la pell afaitada, es registry
dues hores i vint-i-quatre hores despres de la injecci6.
Les proves preliminars assenyalaren dos punts dignes
d'esment. La neutralitzaci6 del poder difusor dels ex-
tractes testiculars pels antiserums hom6legs aconsegul
la maxima evidencia a les dues hores, quan el control
amb extracte sol dona una difusi6 aproximadament cinc
vegades mes gran que el material de prova. Les dife-
rencies encara eren pronunciades al final de les vint-i-
quatre hores; pero els controls en aquest moment eren
solament dues o tres vegades mes grans. El canvi en
la proporci6 nasque del fet que la barreja d'antiserum i
extracte testicular difongue a una velocitat menor, pero
continua durant mes temps, cosa deguda probablement
a l'alliberament gradual d'una porci6 de la fracci6 activa
agafada en la interacci6 de l'antiserum amb 1'extracte.
El segon punt fou que, quan s'empraven solucions molt
concentrades d'extracte testicular, no es podia veure cap
acci6 inhibidora de l'antiserum homoleg.
Amb el metode descrit anteriorment es portaren a
cap nou experiments per a contrastar l'acci6 dels anti-
serums sobre els extractes testiculars homolegs i hete-
r6legs. Els resultats es consignen en la taula v, en la
qual 1'area de difusi6 de la injeccio control de tinta xi-
nesa i soluci6 de Ringer, es pren com a unitat i la difusi6
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Virus vacuual -- Virus vacunal ±
extracte testicular soluciu de Ringer
scrum antitesticulir
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]{tecte del scrtun antitesticular de rata sobre les lesions produides
pet virus vacunal -f entracte testicular de rata.
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TAUI,A V
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EJecte del serum antiextracte testicular de brau sobre el poder di/u-
sor de l'extracte testicular
Barreges injectades
Experi- Extracte Ext. test. Ext. test. Ext. test. Ext. test. Ext. test. Ext. test. Ext. test.
ment testicular de brau de brau de rata de rata de rata de cobai de cobai
N.° debrau -I- + + + + +
serum serum solucie serum serum soluci6 serum serum
immune normal de Ringer immune normal de Ringer immune normal
I I'2 2 2
I 2 2 i -
3 1'2 4:5 6`5 2-5
4 1
5 I`5 3'5 25 -
6 I'3 4
7 I 3 2'5 25 3'5 2'5 2'5 2'58 I'2 2 2'3 I'5 2 2 239 1 3 2'5 I 15 1'5 15 I'7
Els resultats indicaren clarament que l'antiserum
per 1'extracte testicular de brau neutralitza el factor
difusor de 1'extracte testicular de brau i to poc efecte
o no en to sobre l'accio de 1'extracte testicular de la rata
o del cobai. Es veuran possibles excepcions en els ex-
periments 8 i 9, pero poden atribuir-se al fet que els
extractes en aquests casos foren diluits a I : io i r : 40,
respectivament. En aquestes condicions el poder difusor
normal podia estar reduit a un punt en que es diffcil
valorar les diferencies.
PODER EXALTANT I DIFUSOR DE L'EXTRACTE TESTICULAR
EN ANIMALS IMMUNITZATS PER L'EXTRACTE TESTICULAR
La neutralitzacio in vitro de les propietats exaltants
i difusores de 1'extracte testicular pel serum antites-
ticular homoleg s'ha demostrat en els experiments an-
23
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teriors. En els experiments seguents es prova la pos-
sibilitat de la neutralitzacio in vivo.
Aquest grup estava format de dos conills injectats
intravenosament amb extracte testicular de rata, quatre
conills injectats intraperitonialment amb extracte tes-
ticular de rata i tres galls que rebien 1'extracte testicular
intravenosament. Encara que aquests animals no do-
naren un alt titol amb una excepcio, tots estaven sensi-
bilitzats, com ho demostra un fenomen d'Arthus inten-
sament positiu. Passats de vuit a vint-i-cinc dies despres
de la darrera injeccio, els animals que havien rebut 1'ex-
tracte testicular de rata foren inoculats en tres llocs
en un costat amb 0'25 cc. de virus vacunal a dilucions
diverses, i en l'altre costat amb les mateixes quantitats
de virus amb extracte testicular de rata. Per a cada
prova s'inocularen conills normals amb els mateixos ma-
terials com a controls. Els resultats demostraren que
1'exaltaci6 de la infeccio per 1'extracte testicular de rata
era tan gran en els animals immunitzats per 1'extracte
testicular com en els conills de control. Proves similars
fetes amb tinta xinesa demostraren igualment que el
poder difusor no era afectat. Els tres conills immu-
nitzats amb extracte testicular de gall i injectats amb
virus vacunal sols presentaren lesions iguals a les do
1'animal control.
Es clar que la neutralitzacio del factor testicular
no to lloc in vivo. Aixo recolza la suposicio que la
neutralitzacio in vitro per l'antiserum homoleg de l'ex-
tracte testicular, es un fenomen indirecte lligat a la
floculacio de les proteines no especffiques presents, no
una veritable neutralitzacio en el sentit immunologic
del terme.
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Els experiments que consignem aquf demostren que
el factor exaltant de les infeccions de 1'extracte testicular
es neutralitzat in vitro per un antiserum de 1'extracte
testicular homoleg. Un antiserum format contra un
extracte testicular d'una especie no influencia el factor
exaltant i difusor de 1'extracte testicular d'una altra
especie. Els conills immunitzats contra l'extracte tes-
ticular no exhibeixen cap alteracio en 1'efecte exaltant
o difusor dels extractes emprats mes tard, adhuc quan
1'extracte testicular emprat es de la mateixa especie que
1'emprat per a la immunitzacio.
Si la inactivacio in vitro del factor actiu es una
neutralitzacio especffica, o si es el resultat de 1'absorci6
del factor sobre el floculat format, no ha estat deter-
minat definitivament. I?s probable que la neutralitzacio
no sigui directa, sing incidental, per I'esmentada floculacio.
The Rockefeller, Institute for Medical Research.
New York.
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